
PCT WELTORGANISATION FOR GEISTIGES EIGENTUM 
* ^ " Internationales Bflro _ 

INTERNATIONALE ANMELDUNG VEROFFENTLICHT NACH DEM VERTRAG tJBER DIE 

INTERNATIONALE ZUSAMMENARBEIT AUF DEM GEBIET DES PATENTWESENS (PCT) 



(51) Internationale Patentklassifikation ^ : 
C07K 14/47, 16/18, A61K 38/17 



Al 



(11) Internationale Verofrentiichungsniunmer: WO 99/47561 

23. September 1999 (23.09.99) 



(43) Internationales 

Veroffentlichungsdatiun; 



(21) Internationales Aktenzeichen: 

(22) Internationales Anmeldedatum: 



PCr/EP98/07722 

30. November 1998 
(30.11.98) 



(30) PHorititsdaten: 
198 II 047.2 



13. MSrz 1998 (13.03.98) 



D£ 



(71) Anmelder (fiir alle Bestimmungssiaaten ausser US): FRAUN- 

HOFER-GESELLSCHAFT ZUR FdRDERUNG DER 
ANGEWANDTEN FORSCHUNG E.V. [DE/DE]; Leon- 
rodstrasse 54, D-80636 Mttnchen (DE). 

(72) Erfinder; und 

(75) Erfinder/Anmelder (nur fur US): KIESEWETTER. Stefan 
[DE/DE]; Wagcnmannsteige 5, D-73760 Ostfildem (DE). 
KUHN, Eckehard [DE/DE]; Im Doif 14, D-72636 Frick- 
enhauscn (DE). KOCH-PELSTER, Brigitte [DE/DE]; Lud- 
wigsburger Strasse 27, D-7I522 Backnang (DE). BRUN- 
NER, Herwig [DE/DE]; An der Bettcleiche 6, D-70569 
Stuttgart (DE). 

(74) Anwalt: PFENNING, MEINIG & PARTNER GBR; Mozart- 
strasse 17, D-80336 Munchen (DE). 



(81) 



CA, IL, JP, US, curopaisches Patent 
(AT, BE, CH, CY, DE, DK. ES, FT, FR. GB, GR, IE, IT, 
LU, MC, NL, PT. SE). 



VerSfTentlidit 

Mit intemationalem Recherchenbericht. 

Vor Ablauf der fiir Anderungen der Anspriiche zu^elassenen 

Frist; Verdffentlichung wird wiederholt falls Anderungen 

eintreffen. 



(54) Titte: RIBONUCLEOTIDE POLYPEPTIDES CONTAINING METAL 
(54) Bezelchnung: METALLHALTIGE RIBONUKLEOTIDPOLYPEPTIDE 
(57) Abstract 

The invention relates to ribonucleotide polypeptides (RNP) containing metal and to a method for the production thereof. The invention 
addiUonally relates to the use of said polypeptides and to medicaments which contain ribonucleotide polypeptides or their molecular biological 
equivalent structures and/or parts and/or derivatives. 

(57) Zusanuncnfassung 

Die voriiegende Erfindung betrifft metallhaltige Ribonukleotidpolypeptide (RNP) sowie Verfahrcn zu deien Hereteilung, dercn 
Verwendung und Aizncimittel, die Ribonukleotidpolypeptide oderderen molekulaitiologische Aquivalenzstrukturcn und/oder Tcile und/oder 
Dcrivate enthalten. 



LEDIGUCH ZUR INFORMATION 

Codes zur Identiiizierung von PCT-Vertragsstaaten auf den Kopfbdgen der Schriften, die Internationale Anmeldungen gem&s dem 
PCT ver5ffentlichen. 



AL 


Albanien 


ES 


Spanien 


LS 


Lesotho 


SI 


Slowenien 


AM 


Anncnien 


FI 


Pinnland 


LT 


Litauen 


SK 


Slowakei 


AT 


Osteneich 


FR 


Fkankruch 


LU 


Luxemburg 


SN 


Senega] 


AU 


Australien 


6A 


Qabun 


LV 


Lettland 


SZ 


Swasiland 


AZ 


Aseibaidschan 


GB 


Vercinigtes Kflnigreich 


MC 


Monaco 


TD 


Tschad 


BA 


Bosnien-Henegowina 


GE 


Gcorgien 


MD 


Republik Moldau 


TG 


Togo 


BB 


Barbados 


OH 


Ghana 


MG 


Madagaskar 


TJ 


Tadschikistan 


BE 


Belgien 


ON 


Guinea 


MK 


Die ehemalige jugoslawische 


TM 


Turkmenistan 


BF 


Burkina Faso 


GR 


Griechenland 




Republik Maxedonien 


TR 


TQrkei 


BG 


Bulgarien 


HU 


Ungam 


ML 


Mali 


TT 


Trinidad und Tobago 


BJ 


Benin 


IE 


Irland 


MN 


Mongolei 


UA 


Ukraine 


BR 


Bnuilien 


IL 


Israel 


MR 


Mauretanten 


UG 


Uganda 


BY 


Belaius 


IS 


Island 


MW 


Malawi 


US 


Veieinigte Staaten von 


CA 


Kanada 


IT 


Italien 


MX 


Mexiko 




Amerika 


CP 


Zentralafrikanischc Republik 


JF 


Japan 


NE 


Niger 


uz 


Usbekisuui 


CG 


Kongo 


KE 


Kenia 


NL 


Niederiande 


VN 


Vietnam 


CH 


Schweiz 


KG 


KiigUistan 


NO 


Nonvcgen 


YU 


Jugoslawien 


a 


Cdce d*Ivoife 


KP 


Demokratische Volksiepublik 


NZ 


Neuseeland 


zw 


Zimbabwe 


CM 


Kamenin 




Korea 


PL 


Polen 






CN 


China 


KR 


Republik Korea 


PT 


Portugal 






CU 


Kuba 


KZ 


Kasachstan 


RO 


Rumfinien 






CZ 


Tschechlsche Rqnibtik 


LC 


Su Lucia 


RU 


Russische P&derttkxi 






DB 


Deutschland 


LI 


Liechlenstein 


SD 


Sudan 






DK 


DBnemait 


LK 


Sri Lanka 


SE 


Schweden 






EB 


Estland 


LR 


Liberia 


SG 


Singapur 







wo 99/47561 



1 



PCT/EP98/07722 



Metallhaltige Ribonukleotidpolypeptide 

Die vorliegende Erfindung betrifft metallhaltige 
Ribonukleotidpolypeptide (RNP) sowie Verfahren zu deren 
Herstellung, deren Verwendung und Arzneimittel, die 
Ribonukleotidpolypeptide oder deren molekularbiologische 
Xquivalenzstrtikturen und/oder Telle und/oder Derivate 
enthalten. 

Die Gewebehomeostase des KSrpers, seiner Organe und 
Gewebe ist abhangig von Regulationsmechanismen der An- 
giogenese, Diese beeinfluBt sowohl die Gewebereparatur 
und Wundheilung, Gewebeneubildung in der Embryogenese 
und den Reproduktionszyklen als auch das Anwachsen, die 
RUckbildung und die Zerstorung von Tumoren, Transplan- 
tationen und gefSiJversorgten und gefaBfreien Geweben. 

Bisher wurden noch keine nichtmitogenen Mediatoren 
gefunden, mit denen eine Beeinf lussung der Gewebehomeos- 
tase moglich ist, d.h. Induktion und Regulierung des 
Gef SBwachstims • 
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Aufgabe der vorliegenden Erf indung ist es deshalb, einen 
nichtmitogenen Mediator der Gevebehomeostase bereitzus- 
tellen, mit dem vorrangig die Gewebereparatur , 
Wundheilung, Angiogenese und Neovaskularisierung be- 
einfluBt werden kann. Aufgabe der Erf indung ist weiter 
die Bereitstellung eines Verfahrens zur Herstellung der 
nichtmitogenen Mediatoren sowie eines Arzneimittels, das 
diesen nichtmitogenen Mediator enthalt. 

Gelbst werden diese Aufgaben durch die Gegenstande der 
Patentanspriiche • 

Von den Erfindern wurde gefunden, dafl es nichtmitogene 
zellulare Mediatoren auf Nukleinsaurebasis mit defi- 
nierter Sequenz gibt, die spezifisch die Bildung von 
Blutgef aBen in vivo und in vitro verursachen konnen und 
biologisch spezif ische, natUrlich wirkende nichtmitogene 
Mediatoren der Angiogenese bzw. des Richtungswachstums 
von Blutgef SBsprossen darstellen. 

Die von den Erfindern nachgewiesene neue Klasse zel- 
lulSrer Morphogene fttr Endothelzellen liegt in Form 
eines bioaktiven Metal 1-Ribonukleotidpept ids (RNP) vor. 
Diese wird Angiotropin genannt. 

Die Struktur von Angiotropin kann den Ribonukleo- 
tidproteinen (RNP) zugeordnet werden. Es besteht aus 
einen Protein-Teil (ARP = Angiotropin Related Protein) 
und einem RNA-Teil (ARNA = Angiotropin-RNA) . Filr die 
Bildung des Komplexes aus ARP und ARNA ist Cu(II) essen- 
tiell. Neben dem Kupferion enthSlt Angiotropin ein 
Ca(II)-Ion. FUr die vielfMltigen biologischen und 
biochemischen Funktionen des Angiotropins sind weiter 
Mg{II)-Ionen niitzlich. 
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Der Protein-Teil (ARP) besteht aus einem Protein, das 
der Familie der SlOO-Proteine (Dell'Angelica et al., J. 
of Biological Chemistry, Vol. 269, No. 46, S. 28929- 
28936 (1994)) zugeordnet werden kann und vorzugsweise 91 
Aminosauren lang ist. Die PrimSrstruktur dieses bevor- 
zugten ARP ist wie folgt: 

Ca^^ 

NH,-TKLEDHLEGIINIFHQY SVRLGHYDTLIKRE IJCQLTTKELPWTT.yWT 

Ca2+ zn2+ 
KDQGTIDKIFQ NLDANODEQVSFKE FWLVTDVLTTA HDNIH KE-CQQH 

Es weist zwei EF-Hand Motive auf und darUber hinaus eine 
Bindungsstelle fiir Zink(II)-lonen. Die Dissoziations- 
konstanten der Metal lionenkomplexe betragen ftir 

Ca(II)-Ionen 10,0 fM bzw. 0,1 fM ftlr Zink{II) -lonen und 
1,0 MM ftlr Kupfer( II) -lonen. 

In diesem Zusammenhang soil erwahnt werden, daB der 
erfindungsgeiaaBe Proteinteil gemSB tiblicher, auf dem 
Fachgebiet bekannten, Verfahren modifiziert sein kann 
ohne daB die biologische Aktivitat ver lorengeht . Zu 
diesen Modif ikationen zShlen Austausche, Insertionen 
Oder Deletionen von Aminosauren, die die Struktur des 
Proteinteils modif izieren, wobei seine biologische Ak- 
tivitat im wesentlichen erhalten bleibt. Zu den Austau- 
schen zShlen vorzugsweise "konservative" Austausche von 
Aminosaureresten, d.h. Austausche gegen biologisch 
Shnliche Reste, z.B. die Substitution eines hydrophoben 
Rests (z.B. Isoleucin, Valin, Leucin, Methionin) gegen 
einen anderen hydrophoben Rest, oder die Substitution 
eines polaren Rests gegen einen anderen polaren Rest 
(z.B. Arginin gegen Lysin, Glutaminsaiire gegen Aspargin- 
saure etc.). Deletionen konnen zur Erzeugung von 
MolekUlen ftlhren, die eine deutlich geringere GrSBe 
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aufweisen, d.h., denen beispielsweise AminosMuren am N- 
oder C-Terminus fehlen. 

Der RNA-Teil (ARNA) weist folgende Konsensussequenz auf : 

GGAAAAUNNNNNUNAUAUGN,.6CUNNNUUUNNNNNNAAAAANo., 
UANAAACAUNo.5CUUNAGNo.j3AGAAAUNo.,6UUAGCAG 

wobei "N" G, A, U Oder C ist, 

Oder die komplementare Konsensussequenz hiervon. 

ErfindungsgemSB sind die verwendbaren ARNAs we iter wie 
folgt definiert: 

(al) ARNA I 

Klon-3a (ARNA I) 

AAAAAAAAGGUUUUCAUGCGUGCUCACAGAUCAGCUCUUUCUGGAUUGAAAAGCU 
AAGCACAGA^CAUGGGAAAAUUCCUUUCAUAUGGCUGUGUUUACAAACAA^AAGU 
AUAAACAUCUUGAGCAAACAGAAAUGGUGAGGAAAACUUUGUUAGCAGAUUAG 

Oder eine hiervon durch ein Oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche RNA bzw. ein Fragment davon, 

Oder 

(a2) ARNA VI 



Klon-PIO (ARNA VI) 

UUACAGCUCUUCUGUUUAUAAGUUAUUCAAUACCAAAUUAGUAGUUUGUAUGUUA 

UAAAUUUGUAGGAAAAUAAUUAUAUAUGCUUACUUUGUACAUAAAAAUAAAAACAU 

GACUUCUUUAGACACUCCUUCAUUAGAAAUAAAAUAAAAUAAACUAUUAGCAGUUU 

GACUUCAUGUUCUGUCUGUAGGUCAUGGAAUCCUGUCCUUACAAUAUUUAUUGAU 

UGUGAAAAUAUCAGUAAAUAAGCAAUUGAAUAUGUUUACCUUUUCUUCUAGUCAC 
UAUGUUCUUAGAGUUAUGACA 
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Oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche RNA bzw. ein Fragment davon. 

Die unter (al) und (a2) definierten NucleinsauremolekUle 
umfassen auch Nucleinsauremolekaie, die sich gegenttber 
den oben angegebenen Sequenz durch Deletion (en) , Inser- 
tion (en), Austausch(e) oder andere im Stand der Technik 
bekannte Modif ikationen unterscheiden ohne daB die 
biologische Aktivitat verlorengeht. Der Begriff "Nucle- 
insSurefragment" soil einen Ausschnitt bzw. Segment des 
ursprUnglichen NucleinsauremolekUls umfassen. Verfahren 
zur Erzeugung der vorstehenden Xnderungen in der 
NucleinsSuresequenz sind dem Fachmann bekannt und in 
Standardwerken der Molekularbiologie beschrieben, 
beispielsweise in Sambrook et al., Molecular Cloning: A 
Laboratory Manual, 2. Ausgabe, Cold Spring Harbor 
Laboratory Press, Cold Spring Harbor NY (1989). 

Die angegebenen ARNAs umfassen auch molekularbiologische 
Xquivalenzstrukturen, d.h. Strukturen bei denen einzelne 
Basen oder Aminosauren ausgetauscht sind. Sie umfassen 
auch damit hybridisierende Nukleinsauren (vorzugsweise 
unter stringenten Bedingungen, wie 20 unter dem 
Schmelzpunkt der RNA) oder Uber den degenerierten 
genetischen Code verwandte NukleinsSuren. 

Die erf indungsgemSBen RNPs sind durch die folgenden 
Eigenschaften gekennzeichnet: 

zellselektive morphogene Wirkung in vitro auf 
isolierte, primare und/oder klonierte Blut- 
kapillarendothelzellen in Kultur zur 
nichtmitogenen Induktion der Xnderung des 
ZellphSnotyps aus dem konf luenten Zustand, zur 
nichtmitogenen Anderung der spatiotemporalen 
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suprazellularen Organisation der Zellen zu 
dreidimensionalen organoiden , kapil- 
larShnlichen Strukturen in Kultur; 
spezifische chemotropische Wirkung auf Blut- 
gefSBe in vivo, 

Induktion eines Richtungswachstums von Blut- 
gefSBen in vivo, 

Induktion einer Neovaskularisierung von 
Geweben durch gerichtetes Einwachsen von Blut- 
gefasen 

Bei den erf indungsgemafien RNPs ist der Proteinteil durch 
Wechselwirkungen an den RNA-Teil gebunden. 

Gegenstand der Erfindung ist auch ein Verfahren zur 
Herstellung und Gewinnung der bioaktiven RNPs, dadurch 
gekennzeichnet, da5 man die Zellen, z,B. Leukozyten oder 
Entziindungsgewebe homogenisiert oder Leukozyten kul- 
tiviert und die entstandenen RNPs aus den Homogenaten 
Oder aus den Uberstanden der Kulturlosung durch Stan- 
dardmethoden gewinnt. Beispielsweise kann aus den 
OberstSnden serumfreier Massenzellkultiiren Concanavalin- 
A aktlvierter Schweineblut-Leukozyten und Leukozyten aus 
ischamischen/ inf arktosen Herzxnuskelzellen Angiotropin 
isoliert und zur Homogenitat aufgereinigt werden. 

Das Verfahren zur Herstellung und Gewinnung der bioak- 
tiven RNP-Morphogene der Zellen bzw. Leukozyten und des 
Entziindungsgewebes ist dadurch gekennzeichnet ist, daB 
man Zellen bzw. Leukozyten des retikulo-endothelialen 
Systems der Leukozyten und des Entzundungsgewebes, 
kultiviert und die entstandenen RNP-Morphogene aus den 
Homogenaten oder aus der Uberstehenden KulturlSsung 
gewinnt. 
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Grundsatzlich ist es auch moglich, die Zellen, z. B* 
Leukozyten auf Mediatoren direkt ohne Kultur aufzuar- 
beiten. 

Die Kultur der Zellen (Leukozyten) kann grundsatzlich in 
jedem die Zellen (Leukozyten) erhaltenen Medium 
durchgefiihrt werden. 

Zur Kultur von Zellen, wie Leukozyten, wird den Kultur- 
medien bei einer geplanten Dauer der Kultur uber 1 
Stunde meist Serum, beispielsweise Kalbsserum oder Pfer- 
deserum, zugesetzt, da die Serumbestandteile ftir die 
Erhaltung der Lebensfunktionen der Zellen giinstig sind, 
Wenn jedoch die serumhaltige Kultur 15sung auf Proteine 
(Mediatoren) aufgearbeitet werden soil, die durch die 
Kultur erzeugt werden, bereitet die Gewinnung der meist 
nur in geringen Konzentrationen enthaltenen Produkt- 
proteine wegen der Vielzahl der aus dem Serum stammenden 
fremden Proteine groBe Schwierigkeiten. AuBerdem kann 
dabei nicht mit Sicherheit festgestellt werden, ob ein 
bestimmter Mediator humoraler oder zellularen Ursprungs 
ist und von welcher Spezies er stammt; d.h. ob er ein 
Mediator der Spezies ist, deren Zellen kultiviert wur- 
den, Oder der Spezies, von der das verwendete (meist 
heterologe) Serum stammt. 

Das erf indungsgemafi bevorzugt verwendete vollsynthe- 
tische Zellkulturmedium enthSlt die ublichen Stoffgrup- 
pen, wie Salze, Zucker, AminosSure, Nukleoside und Nuk- 
leosidbasen, Vitamine, Vitaminoide, Coenzyme und 
Steroide in waBriger Losung. Es ist dadurch gekennzeich- 
net, daB es zusStzlich einen oder ein Gemisch von meh- 
reren Stoffen enthSlt, die sich als besonders wertvoll 
ftir die LebensfShigkeit und das Wachstum der Leukozyten 
und ihre Fahigkeit zur Mediatorproduktion erweisen. Zu 
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diesen Stoffen gehoren ungesattigte Fettsauren, Flavo- 
noide, Ubichinone, Vitamin C und Mevalolacton. 

Das Zellkulturmedium wird zur ISngerdauernden Zell- oder 
Leukozytenkultur vorzugsweise ohne Zusatz von Sertuu ver- 
wendet. Statt dessen erhalt es mindestens ein definier- 
tes Protein r das in einer besonders bevorzugten AusfUh- 
rungsform hochreines, molekular einheitliches Serumal- 
bumin ist. 

In weiteren bevorzugten Ausfiihrungsf ormen kann das er- 
f indungsgemSB verwendete , vollsynthetische serumf reie 
Zellkulturmedium noch weitere, ftir die Kultur von 
Leukozyten giinstige Verbindungen aus den Stoffklassen 
der Polyhydroxy verbindungen und Zucker, AminosSuren, 
Nukleoside, anionischen Verbindungen und/oder Vitamine, 
deren Verwendung in den bekannten Kulturmedien nicht 
iiblich ist, enthalten. Die Bestandteile des erf in- 
dungsgemSfl verwendeten Mediums sind in ihren Mengenver- 
haltnissen so aufeinander abgestellt, daB die Kon- 
zentration der Komponenten im Medium weitgehend den 
natlirlichen Konzentrationsbereichen des Plasmas angepafit 
sind; vgl. Ciby-Geigy AG (Herausgeber) (1969) in Docu- 
menta Geigy, Wissenschaftliche Tabellen, 7. Auflage 
Geigy S.A. , Basel. 

Vorzugsweise ist das Zellkulturmedium frei von Tensiden, 
Schwermetallsalzen und Farbstoffen, die Zellen schSdigen 
und die Gewinnung der gewiinschten Zellprodukte aus der 
Kultur losung storen konnen. 

Besonders bevorzugt ist fiir die Kultur der Leukozyten im 
Verfahren der Erfindung des Zellkulturmedium mit der in 
nachstehender Tabelle 1 angegebenen Zusammensetzung. 
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Zur Herstellung des Mediums wird Wasser mit der ATM-1- 
Qualitat verwendet; vgl. ASTM D-1193-70 Standard- 
Specification for Reagent Water 1970; Annual Book of 
ASTM-Standards, Easton Maryland, ASTM 1970. Es ist 
dartiber hinaus von mSglichen Endotoxin-Kontaminationen 
durch Ultrafiltration an tensidfreien Membranen mit der 
AusschluBgrenze von 10000 Daltons befreit. Das fertige 
Medium wird f iltersterilisiert an tensidfreien Membranen 
mit ^ 0,2 urn Porengrofie. 
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Tabelle 1 



Nr. 


Komponente 


mol/l 


1 


KCl 


0 ,ij m 


2 




0,2 m 


-I 
•9 


nawx 


120,0 m 


A 


Ma HPO 

Si ci2*^*^^4 


0,8 m 


e 


Ma CO 


0,8 m 


O 


Li-^AscorDinsaure 


0,2 m 


/ 


cnoimcnioria 


50,0 fi 


8 


2-Desoxy-D-ribose 


5,0 M 




D-Ga lactose 


0,5 m 


10 


D-Glucose 


5,0 m 


11 


D-Glucurono-7-lacton 


0,1 m 


12 


Glycerin 


50,0 M 


1 J 


myo-Inosit 


0,5 m 


14 


Na-Acetat 


0,2 m 


ID 


wa— citrat 


50,0 M 


16 


J Im \Ji W €X \m 


0,1 m 


17 


D— Rihose 


^ r% f\ It 
20,0 JJL 


18 




0,1 m 


19 


A jr ^ ^ W 


10,0 /i 


20 




1 A A ti 

20,0 






2,0m 




£19^X2 


1,0 m 






10,0 m 


24 


Humanes Serumalbumin 


7,7 M 


25 


Penicilin 


1/0 M 


26 


Streptomycin 


2,0 M 


27 


L-Glutamin 


1,0 m 


28 


L-Alanin 


0,2 m 


29 


L-Asparagin 


0,1 m 


30 


L-AsparaginsSure 


0,1 m 
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Nr. 


Komponente 


mol/1 


31 


L-Glutaninsaure 


0,1 m 


32 


Glycin 


0,2 m 


33 


L-Prolin 


0,1 m 


34 


2L-Serin 


0,1 in 


35 


L-Arginin 


0,1 m 


36 


4~AmlnobenzoesSure 


2,0 /i 


37 


L-Cystein 


0,2 m 


38 


L-Histidin 


0,1 in 


39 


L-Hydroxyprolin 


10,0 M 


40 


L-Isoleucin 


0,2 m 


41 


L-Leucin 


0,2 m 


42 


L-Lysin-HCl 


0,2 m 


43 


L-Methionin 


0,1 m 


44 


L-Ornithin 


50,0 M 


45 


L-Phenylalanin 


0,1 m 


46 


Sarcosin 


50, 0 


47 


Taurin 


0,1 m 


48 


L-Threonin 


0,2 m 


49 


L-Trypthophan 


50,0 M 


50 


L-Tyrosin 


0, 1 m 


51 


1-Valin 


0,2 m 


52 


Glutathion reduziert 


3,0 M 


53 


Carnosin 


5,0 /i 


54 


Mevalolacton 


5,0 n 


55 


Adenin 


50,0 M 


56 Adenosin 


50,0 /i 


57 


Citidin 


50,0 M 


58 Guanln 


5,0 M 


59 Guanos in 


20,5 H 


60 Hypoxanthin 


5,0 M 


61 . 


5-Methylcytosin 


5,0 M 
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Nr. 


1 Komponente 


lit w A, f X 


62 


Tnyittiain 


20,0 \k 


63 


Thymin 


5,0 M 


64 


Uracil 


5,0 M 


65 


Uridln 


20,0 ;i 


66 


Xanthln 


5,0 M 


67 


Biorln 


1,0 M 


68 


C-Ca-pantothenat 


5,0 


69 


Ergocalciferol 


0,5 M 


70 


L-Carnitin 


50,0 M 


71 


Folsaure 


5,0 M 


72 


D, L-cn-Liponsaure 


2,0 M 


73 


Menadion 


0,2 M 


74 


Nicotinsaureamid 


20,0 \i 


75 


Pyridoxal-Hcl 


5,0 /i 


76 


Pyridoxin-Hcl 


2,0 /i 


77 


Riboflavin 


1,0 M 


78 


Rutin 


5,0 M 


79 


Thiamin-Hcl 


5,0 V 


O t\ 

oO 


D , L-a-Tocophery lacetat 


1,0 M 


oX 


vitamxn— A— acetat 


1,0 A* 




Vitamin K 


0,2 \i 


o J 


vx^amin b 


0,5 M 


84 


Vxtamxn U*-* 


1,0 M 


85 


Cholesterin 


1,0 M 


86 


Coenzym-Qio 


0,1 M 


87 


Linolsaure 


1,0 M 


88 


LinolensSure 


5,0 /i 


89 


5lsSure 


5,0 M 


90 


Athanol 


1,0 ID 


91 


Ph 7,10 




92 


Concanavalin A 


50,0 n 
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Je nach der Art der gewUnschten Produkte werden entweder 
gemischte Zell- oder Leukozytenpopulationen oder ein- 
zelne Zell- oder Leukozytenarten kultiviert. Die 
Herstellung und Kultur der Zellen bzw. Leukozyten muB 
unter sterilen Bedingungen erfolgen. Die Kultur wird 
ausreichend lange Zeit durchgef tthrt , um eine 
befriedigende Mediatorausbeute zu erhalten. Hierfiir hat 
sich eine Dauer von etwa 10 bis 50 Stunden als geeignet 
erwiesen. Bei kUrzeren Zeiten ist die Mediatorausbeute 
zu gering, so daB das Verfahren unwirtschaftlich ist. 
Bei einer Kulturdauer Uber etwa 50 Stunden ist anderer- 
seits das Medium erschopft und die Zellen beginnen ab- 
zusterben, so dafl eine Erhohung der Ausbeute nicht mehr 
zu erwarten ist. 

Die Kultur der Zellen bzw, Leukozyten wird bei einer 
Temperatur von etwa 30 bis 42 »C, vorzugsweise von etwa 
37 oc durchgefuhrt. Bei niedrigeren Temperaturen ist der 
KulturprozeB unbefriedigend, wahrend bei Temperaturen 
iiber 42 die Leukozyten geschadigt werden. 

Die Kultur wird mit einer Konzentration von etwa 10^ bis 
5 X 10^ Zellen/ml, vorzugsweise bis zu 10^ bis 10* Zel- 
len/ml durchgefiihrt. Bei niedrigeren Zellkonzentrationen 
ist die Ausbeute pro Volumeneinheit der Kulturlosung zu 
gering. Das Verfahren wird infolge zu groBer Kultur- 
volumina unwirtschaftlich. Bei Zellkonzentration iiber 5 
X 10* Zellen/ml tritt sehr rasch Verarmung des Mediums an 
Nahrungsstoffen auf . 

Die Kultur kann an der Atmosphare durchgefUhrt werden. 
Vorzugsweise wird uber die Kultur ein erhohter Kohlen- 
dioxidparitaldruck aufrecht erhalten, der bis etwa 10 
Vol%, insbesondere bis etwa 2 Vol% reichen kann. Von 
groBer Bedeutung ist die Sauerstof fversorgung der Kul- 
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tur. Sie kann beispielsweise durch Einleiten von Luft 
sichergestellt werden. Um eine Kontaminierung der Kultxir 
2U vermeiden, ist die zugeftihrte Luft vorzugsweise 
sterilisiert und hitzedekontaminiert, d.h. von En- 
dotoxinen und anderen organischen Bestandteilen befreit. 
Die Losung kann wahrend der Kultur geriihrt oder geschtit- 
telt werden. Als Zellstimulanz wird vorzugsweise Con A 
eingesetzt. 

Zur Beendigung der Kultur werden die Zellen bzw. 
Leukozyten von der Kulturlosung abzentrifugiert, die 
anschlieBend auf die entstandenen Angiotropine aufgear- 
beitet wird. Um eine SchSdigung der Zellen und damit 
eine Verunreinigung der Kulturlosung durch Zellbes- 
tandteile zu vermeiden, wird die Kultur bei verhSltnis- 
mSBig niedriger Beschleunigung, d.h. etwa 300 bis 400 x 
g, zentrifugiert. Nach deia Abtrennen des GroBteils der 
Zellen vom ttberstand wird dieser zweckmaBigerweise bei 
hSherer Beschleunigung erneut zentrif ugiert , um 
restliche Schwebeteilchen zu entfernen. Die abgetrennten 
Leukozyten konnen entweder erneut kultiviert, 
kryoprSserviert oder einer anderen Verwendung zugefOhrt 
werden. 

AuBer durch Kultur von Leukozyten konnen die bioaktiven 
RNP-Morphogene der Erf indung auch aus Entziindungsgewebe 
gewonnen werden. Dort entstehen sie durch die Ansammlung 
der Leukozyten infolge des durch die Gewebeschadigung 
ausgelosten EntzUndungsprozesses. Das Entziindungsgewebe 
kann in Ublicher Weise gewonnen und fUr die Praparation 
der RNP verwendet werden. Dazu wird das EntzUndungs- 
gewebe in PufferlSsung homogenisiert und die ISslichen 
Bestandteile (Exsudat) werden von den unloslichen Struk- 
turbestandteilen des Gewebes getrennt. 
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Vorzugsweise wird entzUndetes infarziertes Herziauskel- 
gewebe verwendet^ welches durch Ligation des linken 
vorderen absteigenden Astes der linken Koronararterie 
mittels einer transfemoralen Kathedertechnik wShrend 24 
5 Stunden gebildet wird. Der Leukozyten enthaltende^ 

entziindete Herzmuskelteil wird bei 0 bis 4 <>C von nicht 
infarziertem, gesunden Gewebe abgetrennt. 

Ftir die Isolierung und Gewinnung der bioaktiven RNP der 
Erf indung ist die Aufarbeitung eines sehr groBen Kultur- 
lasungsvolumens erf order lich . Zu Beginn des 
Reinigungsverfahrens ist es deshalb aus praktischen 
Grtinden notwendig, eine moglichst ef fektive Verminderung 
des zu behandelnden Volumens durchzuf Uhren, Die Kultur- 
losung enthSlt neben den geringen Mengen an erzeugten 
Substanzen, darunter hauptsachlich Proteine, das Gemisch 
der Bestandteile des Mediums. Vorteilhafterweise wird 
deshalb im ersten Schritt der Reinigung eine Abtrennung 
der entstandenen Proteine von den Bestandteilen des 
Mediums und gleichzeitig von dem groBen Volvimen der 
wMBrigen Losung durchgefUhrt. Dies kann durch eine 
selektive Aussalzung der Proteine aus der Kulturlosung 
bewirkt werden, die beispielsweise durch Zugabe eines 
Sulfates Oder Phosphates erreicht wird. Nachstehend wird 
die Fallung der Proteine am Beispiel der Aussalzung 
durch Zugabe von Ammoniumsulfat zu der KulturlSsung 
beschrieben. 

Durch Sattigung der Kulturlosung mit Ammoniumsulfat wird 
30 der GroSteil der entstandenen Proteine zusammen mit 

gegebenenfalls enthaltenem Serumalbumin ausgefallt. Nach 
dem Abtrennen des Substanzniederschlags, beispielsweise 
durch Zentrifugieren, kann dieser in der nachstehend 
beschriebenen Weise in seine einzelnen Komponenten auf- 
35 getrennt und die enthaltenen bioaktiven RNP gewonnen 
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werden. Der erhaltene Oberstand enthalt neben den 16s- 
lichen Bestandteilen des Mediioms auch den in gesattigter 
Ammoniumsulfatlosung ISslichen Teil der Substanzen, 
unter denen sich auch ein Teil der bioaktiven RNP bef in- 
det, Der Oberstand wird konzentriert und die enthaltenen 
Substanzen werden daraus in der nachstehenden Weise 
gewonnen. Wenn die proteinhaltige Kulturlosung mit Am- 
moniximsulfat bis zur SSttigung versetzt wird, fallt der 
groBere Teil der begleitenden Proteine aus. Auf diese 
Weise wird ein Proteingemisch erhalten, das aus einer 
Anzahl verschiedener Proteine besteht und dessen Tren- 
nung in die einzelnen Komponenten infolgedessen mOhsam 
ist. In einer bevorzugten Ausfiihrungsform des Verfahrens 
der Erfindung wird das in der KulturlSsung enthaltene 
Proteingemisch deshalb bereits in der FSllungsstufe in 
mehrere Fraktionen aufgetrennt. Diese Auftrennung in 
mehrere Proteinfraktionen ist moglich, da die einzelnen 
Proteine bei verschiedenen Ammoniumsulf atkonzentrationen 
ausfgefSllt werden. Vorzugsweise wird die Kulturlosung 
im Verfahren der Erfindung deshalb stufenweise mit Am- 
moniumsulfat bis zu bestimmten Sattigungsgraden ver- 
setzt, wobei in jeder Fraktion der Teil der Proteine 
ausfSllt, dessen Loslichkeitsprodukt unterhalb des 
jeweiligen SSttigungsgrades liegt. Durch geeignete Wahl 
der sattigungsgrenzen der einzelnen Fraktionen kann im 
Verfahren der Erfindung eine grobe Auftrennxing in Grup- 
pen von Proteinen bereits bei der FSllung erzielt wer- 
den. 

Beispielsweise wird die Kulturlosung zunachst bis zu 
einer SSttigung von 35 % mit Ammoniumsulf at versetzt. 
Der erhaltene Proteinniederschlag wird abgetrennt. 
Danach wird der sattigungsgrad der Uberstehenden Losung 
auf 45 % erhfiht. Es bildet sich erneut ein Protein- 
niederschlag, der abgetrennt wird. AnschlieBend wird die 
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tiberstehende Losung auf einen sattigungsgrad von 90 % 
eingestellt, Der dabei erhaltene Proteinniederschlag 
wird ebenfalls abgetrennt. Die Uberstehende LSsung 
dieser FSllung wird beispielsweise durch EntwSsserungs- 
Dialyse oder Ultrafiltration konzentriert. 

Die SalzfSllung der Proteine wird ebenso wie die 
nachfolgende Reinigung vorzugsweise bei einer Temperatur 
von etwa 0 bis 10 insbesondere etwa 0 bis 4 «C 

durchgef iihrt . Die fUr die Reinigung verwendeten Losungen 
besitzen einen ph-Wert zwischen 5 und 9, insbesondere 
zwischen 6 und 8. Um eine Ph-Konstanz der Losung zu 
erreichen, wird vor der SalzfSllung vorzugsweise ein 
starker Puffer, z.B. 0,1 mol/1 Phosphatpuf f er , 
zugesetzt. Zur Aufrechterhaltung des Redoxpotentials der 
Proteine wird den Losungen vorzugsweise Cystein in einer 
Menge von 0,001 mol/1 zugesetzt. Sterile Bedingungen ftlr 
die Proteinreinigung sind nicht erf orderlich. 

Die bei der Salzfallung erhaltenen Proteine kSnnen nach 
Auflosen in einem Proteine nicht schadigenden Medium 
direkt der nachstehend beschriebenen Reinigung und 
Auftrennung zugeftihrt werden. Der Oberstand der letzten 
FSllungsstufe wird konzentriert, beispielsweise durch 
EntwSsserungsdialyse oder Ultrafiltration. Dabei werden 
alle Verbindungen mit einem Molekulargewicht von grSfler 
als etwa 300 bis 500 Daltons, d.h. auch die Proteine und 
Peptide dieser Fraktion, als Retentat quantitativ erhal- 
ten. 

Die in der vorstehend beschriebenen Stufe erhaltenen 
Proteinfraktionen enthalten die bioaktiven RNP der Er- 
findung im Gemisch mit zahlreichen Fremdproteinen 
(andere sezernierte Proteine gegebenenfalls Serumalbumin 
und gegebenenfalls CON) . Die Fremdproteine liegen in den 
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Gemischen in weit iiberwiegender Menge vor. Durch eine 
Reihe von Reinigungsschritten mtissen die bioaktiven RNP 
angereichert und von den Fremdproteinen soweit befreit 
werden, daB diese ihre molekulare biologische Spezifitat 
nicht mehr stSren. Die bioaktiven RNP selbst sind eben- 
falls eine Stoffklasse, die in ihre einzelnen, 
spezifisch wirkenden Individuen aufgetrennt wird. 

Allgemein bestehen Reinigungsverf ahren fUr EiweiBkorper 
(Proteine) und andere Naturstoffe aus einer Sequenz 
koinbinierter Trennungsverf ahren, welche MolekiilgroiJen-, 
Ladungs-, Form-, S t r uk t ur s t a b i 1 i t a t s - und 
MolekUloberflachenbeschaffenheitsunterschiede zwischen 
dem gesuchten Wirkstoff und den begleitenden Fremdstof- 
fen zur Trennung ausnutzen. Dementsprechend kSnnen 
zahlreiche Kombinationen verschiedenster Trennungsver- 
f ahren zur Reinigung eines Proteins erarbeitet werden. 
Ftir die Handhabungseigenschaften, technische AusfUhr- 
barkeit, Automatisierbarkeit und Wirtschaf tlichkeit 
eines Reinigungsverfahrens sowie ftlr die Qualitat des 
gesuchten Naturproduktes ist deshalb nicht allein die 
Art der verwendeten Trennungsschritte von Bedeutung, 
sondern insbesondere deren optimierte Gestaltung und 
deren sinnvolle Kombination in einer Reinigungssequenz 
innerhalb des Rahmens der StrukturstabilitSt und der 
anderen Strukturparameter des gesuchten Wirkstoffes, Das 
heiBt auch, daB selbst die Benutzung gleicher oder 
ahnlicher Trennungsprinzipien (z.B. Molekularsieb- 
filtration, Dialyse, lonenaustauschadsorption, usw.) , 
aber in unterschiedlicher Kombination, fUr die 
Handhabungsf ahigkeit und Wirtschaf tlichkeit des 
Reinigungsverfahrens entscheidend sein kSnnen. In bes- 
timmten Fallen ist die Benutzung oder Unterlassung einer 
einzigen Technik (z.B. Hydroxy lapatitchromatographie, 
Zonenprazipitationschromatographie, usw.) an einer bes- 
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timmten Stelle der Reinigungssequenz , Oder innerhalb 
einer begrenzten Teilsequenz, von ausschlaggebender 
Bedeutung fUr die Qualitat des gesuchten Wirkstoffes 
sowie fUr die Handhabungsf Shigkeit und die 
Wirtschaf tlichkeit seines Reinigungsverf ahrens . Klar 
aufgezeigt werden diese allgemeinen Zusammenhange und 
Grundprinzipien der Naturstof freinigung beispielsweise 
an der allgemein bekannten Tatsache, dafl in einem 
wirtschaf tlich verntinf t igen und technisch 
handhabungsf Shigen Naturstof f reinigungsverf ahren ein 
sSulenchromatographischer Reinigungsschritt oder ein 
Lyophilisierungsschritt nicht sinnvoll ist, bevor das 
Gesamtausgangsvolumen oder die Ausgangskonzentration der 
begleitenden Fremdbestandteile des Wirkstof frohextraktes 
nicht auf mindestens 1/500 bis 1/1000 durch andere Ver- 
fahrensschritte reduziert wurde* 

FUr die Reinigung der einzelnen Proteinfraktionen bieten 
sich eine Mehrzahl von an sich einzeln in der Biochemie 
bekannten Reinigungsschritten an. Beispiele fUr solche 
Reinigungsschritte sind: Praparative und analytische 
Molekularsiebfiltration, Anionen- und Kationenaustas- 
cherchromatographie bzw. Eintopfadsorptionsverf ahren, 
Chromatographie an Hydroxy lapatit , ZonenprMzipitations- 
chroma tographie und Kreislauf- oder Kaskadenmolekular- 
siebfiltration. 

Bereits durch einmalige Durchfiihrung eines der genannten 
Reinigungsverfahren kann eine betrSchtliche Menge an 
Begleitproteinen von den bioaktiven RNP abgetrennt wer- 
den. Jedoch halten die in den Fraktionen enthaltenen 
Substanzen trotz ihres verschiedenen Molekulargewichts; 
haufig sehr stark aneinander- Sie werden beispielsweise 
in der Molekularsiebf iltration durch das Bestehen nicht 
idealer Gleichgewichte bei Proteinpolyelektrolyten oft 



ERSATZBLATT (REQEL 26) 



wo 99/47561 



PCT/EP98/07722 



20 

unvollstSndig entsprechend ihrem Molekulargewicht 
getrennt. Es empfiehlt sich deshalb, mindestens zwei der 
genannten Trennverfahren hintereinander durchzuftlhren. 
Vorzugsweise werden die bioaktiven RNP-AktivitSt ent- 
haltenden Proteinfraktidnen mindestens drei der genan- 
nten Reinigungsschritte nacheinander unterzogen. 

Alle Kombinationen der erwahnten Trennschritte sind 
Gegenstand des erf indungsgemSBen Verfahrens, Dabei 
gehort es zum Kenntnisstand des Fachinanns, da6 bestimmte 
Folgen von Trennschritten weniger sinnvoll sind als 
andere Kombinationen, Beispielsweise ist dem Fachmann 
bewuBt, daB bei Durchftihrung einer prSparativen 
Molekularsiebf iltration nach einer analytischen 
Molekularsiebfiltration neben der unhandlichen Verfah- 
rensweise auch ein schlechteres Gesamtergebnis in Bezug 
auf die Trennwirkung erhalten wird als bei ximgekehrter 
Reihenfolge. 

Die Molekularsiebfiltration bewirkt eine Auftrennung der 
Proteine entsprechend ihrem Molekulargewicht. Da ein 
ttberwiegender Teil der begleitenden Fremdproteine ein 
anderes Molekulargewicht als die bioaktiven RNP auf- 
weist, kann ihre Abtrennung auf diese Weise erreicht 
werden. FUr die Trennung der Substanzen nach ihrem 
Molekulargewicht wird ein hydrophiles, in Wasser quel- 
lendes Molekularsieb verwendet. Beispiele fur geeignete 
Molekularsiebe sind mit Epichlorhydrin vernetzte 
Dextrane (Sephadex) , mit Acrylamid vernetzte Agarosen 
(Ultrogele) und raumvernetzte Acrylamide (Biogele) , 
deren AuschluBgrenzen groBer als die zur Auftrennung 
verwendeten Separationsgrenzen sind. 

Die Molekularsiebfiltration wird, falls mehrerer Trenn- 
stufen zur Anwendung kommen, vorzugsweise als einer der 
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Ersten durchgefOhrt. Je nach dera Langen-Durchmesser- 
VerhSltnis der verwendeten SSule und dem Teil- 
chendurchmesser der Gelmatrix, welche die theoretische 
Bodenzahl der Saule beeinf lussen, wird die Molekular- 
siebf iltration als "prSparativ" oder "analytisch" 
bezeichnet, sie wird als "praparativ" bezeichnet, wenn 
die Chromatographie an Saulen mit einem Dimensionsver- 
haltnis Lange: Durchmesser bis 10:1 und einer Beladung 
von bis zu 1/3 des Sauleninhalts bzw. unter voller Aus- 
nutzung des gesamten, ma t r i x z e n t y p i s ch e n 
Separat ionsvolumens durchgef Uhrt wird . "Analytisch" 
bedeutet ein Langen-Durchmesser-Verhaltnis Uber 10:1, 
vorzugsweise etwa 50:1, und eine Beladung bis maximal 3 
% des sauleninhaltes, auch bei HPLC Versionen. 

Bei der prSparativen Molekularsiebchromatographie werden 
Gelmatrizen mit moglichst groBer TeilchengroBe benutzt, 
um schnelle Durchf luBraten der oft etwas viskosen 
Proteinlosungen bei moglichst niedrigen Drucken zu er- 
zielen. Bei der analytischen Molekularsiebf iltration 
wird die TeilchengroBe der Gelmatrix so klein wie 
mSglich gewShlt, um eine maximale theoretische Bodenzahl 
der saule bei technisch und sicherheitsmSBig ver- 
wertbarem Druck und einer FluBgeschwindigkeit der 
mobilen Phase von 2 bis 4 cm/h zu erreichen. Diese 
Parameter sind von der Gelmatrixstruktur abhangig und 
von Gel zu Gel verschieden. 

Falls mehrere praparative Molekularsiebf iltrationen 
nacheinander durchgef iihrt werden, kann die Separa- 
tionsgrenze abgestuft gewahlt werden. Daran anschlieBend 
kann eine analytische Molekularsiebf iltration mit 
entsprechend abgestuf ten Separationsgrenzen durchgef Uhrt 
werden. Die AusschluBgrenze des verwendeten Gels mufl 
jedenfalls grofler als etwa 10000 Daltons sein, um eine 
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Volumenverteilung der Angiotropine zwischen der 
stationaren Gelmatrixphase und der mobilen waBrigen 
Pufferphase zu ermSglichen. 

Die "Ausschluflgrenze" bezeichnet den hydrodynamische 
Parameter eines gelSsten Teilchens, welcher der Po- 
rengroBe der Gelmatrix entspricht. Teilchen mit grSBerem 
hydrodynamischen Parameter konnen nicht mehr in die 
Gelmatrix eindringen (Volumenverteilungskoef f izient = 
0) . Die "Separationsgrenze" bezeichnet einen zur Tren- 
nung von gelosten Teilchen 2 weckmaBigerweise 
festgesetzten hydrodynamischen Parameter, der zwischen 
einem Volumenverteilungskoef fizienten 
= O und Kd = 1 liegt. 

Zur Molekularsiebf iltration werden die Substanzen gelSst 
in einer die Substanzen nicht schSdigenden FlUssigkeit 
auf das Molekularsieb aufgebracht. Ein spezielleres 
Beispiel fUr ein geeignetes Losungsmittel ist 0,003 
mol/1 Natriumkaliumphosphatlosung mit einem Gehalt von 
0,3 mol/1 NaCl und O.OOl mol/1 Cystein und einem ph-Wert 
von 7,4, Nach der Filtration werden die RNT enthaltenden 
Fraktionen in der nachstehend beschriebenen Weise kon- 
zentriert, und gegebenenf alls einem weiteren 
Reinigungsschritt unterzogen. 

Die Anionenaustauscher fiir die Reinigung der Substanzen 
eignen sich beispielsweise mit Epichlorhydrin vernetzte 
Dextran- (Sephadex) Oder Zellulosematrizen, an welche 
funktionelle Gruppen mit AnionenaustauscherkapazitSt 
gekoppelt sind, Sie konnen nach Verwendung durch 
Regeneration wiederholt gebraucht werden, Bevorzugt wird 
ein in einer Pufferlosung vorgequollener und 
Squilibrierter schwacher Anionenaustauscher in der cr- 
Form, wie DEAE-Sephadex-A 50, verwendet und die 
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Behandlung bei einem ph-Wert von 8 bis 10 dur chgef Uhrt . 
Ein spezielles Beispiel fiir eine solche Pufferlosung ist 
0,01 mol/l Tris-HCl, welche 0,04 mol/l NaCl und 0,001 
mol/1 Cystein enthSlt und einen pH-Wert von 8,0 hat. 

Bei der Verwendung des Anionenaustauschers wird die 
Substanzfraktion einer solchen Menge Anionenaustauscher 
zugesetzt, die zur vollstandigen Adsorption der An- 
giotropine und der positiv adsorbierenden Begleit- 
proteine ausreicht. Ublicherweise geniigen dazu zwei 
Voluinenteile gequollener Anionenaustauscher pro Volumen 
konzentr ierter Proteinf raktion . Die Reakt ion kann 
entweder als Chromatographieverfahren Oder als leichter 
handhabbares Eintopf adsorptionsverfahren gestaltet war- 
den. Im Eintopf verfahren wird die tiberstehende FlQssig- 
keit mit den negativ adsorbierten Proteinen von dem mit 
den positiv adsorbierten RNP und andere Substanzen 
beladenen Anionenaustauscher, beispielsweise durch 
Filtrieren (in der ChromatographiesSule) , Dekantieren 
Oder Zentrifugieren (im Eintopf verfahren) abgetrennt. 
Der beladene Anionenaustauscher wird durch Waschen mit 
Wasser oder einer Salzlosung, welche eine zu 0,04 mol/l 
NaCl Squivalente maximale lonenstSrke hat, vorzugsweise 
hSchstens etwa 15 «C von anhaftenden, negativ adsorbier- 
ten Verbindungen befreit. Ein spezielles Beispiel filr 
eine zum Auswaschen geeignete SalzlSsung ist die er- 
wahnte Tris-Hcl-Puf f erl5sung vom ph-Wert 8,0. 

Der von negativ adsorbierten Verbindungen befreite, mit 
RNP und anderen Substanzen beladene Anionenaustauscher 
wird nun mit einer Proteine nicht schadigenden wSBrigen 
SalzlSsung eluiert, welche eine groBer als 0,04 mol/l 
NaCl entsprechende lonenstarke und einen 
ph-Wert zwischen 4,0 und 10,0 hat. Vorzugsweise wird 
eine Salzlosung hoher lonenstSrke mit einem ph-Wert von 
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5,0 bis 7,0 verwendet. Ein spezielles Beispiel fiir eine 
derartige Salzlosung ist eine 2,0 mol/1 NaCl-Losung, 
welche mit 0,01 mol/l Piperazin-Hcl um ph-Wert 6,5 
gepuffert ist und welche 0,001 mol/l Cystein enthSlt. 

Wird die Anionenaustauscherreaktion als Chromatogra- 
phieverfahren gestaltet, so kann die Elution der RNP und 
anderen Substanzen auch durch einen linearen NaCl-Kon- 
zentrationsgradienten erfolgen.. 

Als Kationenaustauscher eignen sich fiir die Reinigung 
der Proteinfraktion beispielsweise mit Epichlorhydrin 
vernetzte Dextran- (Sephadex) oder Zellulosematrizen, an 
welche funktionelle Gruppen mit Kationenaustau- 
scherkapazitat gekoppelt sind. sie k5nnen nach Verwen- 
dung durch Regeneration wiederholt gebraucht werden. 
Bevorzugt wird ein schwach saurer Kataionenaustauscher 
in der Na"*"-Form, wie CM-Sephadex C-50, verwendet, und 
die Behandlung bei einem ph-Wert von 4 bis 6 
durchgeftlhrt. Die Substanzf raktionen kSnnen zur Erleich- 
terung der Einstellung der Beladungsgleichgewichte vor 
der Behandlung rait dem Kationenaustauscher mit einer 
Proteine nicht schadigenden Salzlosung verdiinnt werden, 
welche eine zu 0,04 mol NaCl/Liter aquivalente maximale 
lonenstSrke hat. Sie kann gleichzeitig zur Einstellung 
des ph-Wertes dienen. Ein spezielles Beispiel fiir eine 
derartige Salzlosung ist eine 0,001 mol/l Kalium- 
phosphat-Acetatpufferlosung mit einem Gehalt von 0,04 
mol/l NaCl und einem ph-Wert von 4 bis 6. Diese 
Kationenaustauscherreaktion kann sowohl als Chromato- 
graphieverfahren als auch als technisch leicht handhab- 
bares Eintopfverf ahren gestattet werden. 

Der Kationenaustauscher wird der Substanzf raktion in 
einer Menge zugesetzt, die ausreicht, um die Protein- 
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fraktion zu adsorbieren. Ublicherweise geniigen dazu etwa 
2 Volumenteile gequollener lonenaustauscher pro Volumen- 
teil Proteinfraktion. Sodann wird die uberstehende Fltts- 
sigkeit von dem mit den Substanzen beladenen 
Kationenaustauscher , beispielsweise dur ch Dekantieren 
Oder Zentrif ugieren, abgetrennt. Der beladene 
Kationenaustauscher wird durch Waschen mit Wasser Oder 
einer Salzlosung, welche eine in 0,04 mol/1 NaCl 
aquivalente maximale lonenstSrke hat, vorzugsweise bei 
einem ph-Wert von etwa 4 bis 6 und einer Temperatur von 
vorzugsweise hochstens etwa 15 von anhaftenden, nicht 
adsorbierten Verbindung befreit. Ein spezielles Beispiel 
ftir eine zuiii Auswaschen geeignete SalzlSsung ist die 
erwahnte Kaliumphosphat-Acetat-Puf f erlosung vom ph-Wert 
5,0. 

Der von negativ adsorbierten Verbindungen befreite, mit 
den Substanzen beladene Kationenaustauscher wird nun mit 
einer Proteine und Nukleinsauren nicht schSdigenden 
wSBrigen Salzlosung eluiert. Vorzugsweise wird hierzu 
eine Salzl5sung hoher lonenstarke mit einem 
ph-Wert von etwa 4 bis 10 verwendet. Spezielle Beispiele 
filr derartige Salzlosungen sind eine waBrige 0,5 mol/1 
Kaliumphosphatlosung vom ph-Wert 6,5 bis 7,5 oder eine 2 
bis 5 mol/1 Natriumchloridl5sung vom gleichen ph-Wert. 

Fiir die Chromatographie an Hydroxylapatit werden m5g- 
licherweise aus vorangegangenen Schritten vorhandene 
Salze, z-B. Ammoniumsulfat und vor alien Phosphate, 
vorzugsweise durch Dialyse oder Ultrafiltration an einer 
Membran mit einer AuschluBgrenze von 500 Daltons, vor 
dem Aufbringen auf den Hydroxylapatit entfernt, Ab- 
gesehen von der Viskositatserhbhung durch FremdzusStze 
ist aber ftir das Gelingen der Chromatographie an 
Hydroxylapatit lediglich die Phosphatkonzentration der 
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Proteinlosung kritisch. Die Eluierung der Substanzen er- 
folgt durch einen Kaliumphosphat-Konzentrationsgradien- 
ten, der vorzugsweise linear ist. Die RNP enthaltenden 
Fraktionen werden gesaxmelt und in der nachstehend er- 
wShnten Welse konzentriert. 

Die Verwendung von Hydoxylapatit ist fUr die struktur- 
schonende Reingewinnung der RNP von wesentlicher 
Bedeutung. Aus technischen und wirtschaf tlichen GrUnden 
ist es aber mit erheblichen Schwierigkeiten verbunden, 
grSBere Substanzvoluxnina an Hydroxylapatitsaulen zu 
chromatographieren . Einerseits neigt nSmlich 
Hydroxylapatit bei grSBeren Substanzvoluxnina sehr stark 
zur Verstopfung und wird dadurch unbrauchbar. Anderer- 
seits ist Hydroxylapatit teuer, was seinem Einsatz in 
groBerem MaBstab entgegensteht . Aus diesen GrOnden ist 
es im erfindungsgemSBen Verfahren bevorzugt, aus den 
Substanzfraktionen, in denen die bioaktiven RNP als 
Spuren enthalten sind, bereits vor der Chromatographie 
an Hydroxylapatit einen GroBteil der begleitenden 
Fremdproteine durch geeignete Verf ahrensschritte ab- 
zutrennen und dadurch das Proteinvolumen, das auf die 
HydroxyiapatitsSule aufgebracht werden muB, entscheidend 
zu verkleinern. 

Bei der Zonenprazipitationschromatographie (vgl. J. 
Porath, Nature, Bd. 196 (1962), S. 47-48) werden Pro- 
teinverunreinigungen der bioaktiven RNP durch Aus- 
salzfraktionierung der Proteine mittels eines Salzkon- 
zentrationsgradienten abgetrennt . 

Grundprinzip der Proteintrennung mittels der Zonen- 
prSzipitationschromatographie sind unterschiedliche, 
strukturgegebene reversible LSslichkeitseigenschaften 
der Proteine. Sie geh5ren zu den einpf indlichsten mo- 
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lekularen Trennparametern und wurden haufig als Kri- 
terium ftir den Nachweis der molekularen Einheitlichkeit 
eines Proteins verwendet. Dabei konnen Temperaturen und 
ph-Wert, Dimension der SSule, Art des Salzes, Form des 
Gradienten und Beladung der SSule in einem verhSltnis- 
mSflig breiten Bereich variiert werden. 

Die Temperatur bei der Zonenprazipitationschromato- 
graphie kann etwa 0 bis 40 betragen. Bevorzugt ist 
ein Temperatur bereich von etwa 0 bi s 10 insbe- 
sondere etwa 4 bis 6 ^'C. Der ph-Wert kann zwischen etwa 
4 und 10 liegen; bevorzugt ist ein ph-Wert im Bereich 
von 6 bis 8, insbesondere etwa 7. Das Verhaltnis von 
LSnge: Durchmesser der verwendeten SSule soil grSBer als 
etwa 10 r 1 sein, bevorzugt ist ein VerhSltnis von 30 
bis 100 : 1, insbesondere etwa 50 : 1, Als Salze kommen 
alle Proteine und Nukleinsauren nicht schadigenden Salze 
mit Auswirkung in Frage. Beispiele fUr solche Salze sind 
Natriumkaliumphosphat, Ammoniumsulf at und Natr iumsulf at . 
Bevorzugt wird Ammoniumsulf at vejrwendet. 

Der Salzkonzentrationsgradient kann jede beliebige Form 
haben, so lange die Aussalzpunkte der Proteine 
laufstreckenmSflig getrennt sind. Bevorzugt sind lineare 
Konzentrationsgradienten, insbesondere ein ansteigender 
linearer Konzentrationsgradient von 25 bis 100 % Am- 
moniumsulf atsattigung. Die Beladung der SSule betragt 
hochstens etwa 5 %, vorzugsweise etwa 1 %• 

Die Kreislauf- oder Kaskadenmolekularsiebf iltration kann 
unter den Bedingungen durchgefUhrt werden, die 
vorstehend ftir die anlaytische Molekularsiebf iltration 
beschrieben sind. Es konnen die gleichen Molekularsiebe 
und die gleichen SSulenbedingungen verwendet werden. 
Bevorzugt ist Sephadex G 50 bei einem LSnge-Durchmesser- 
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VerhSltnis der Saule von mindestens etwa 50 : 1 und 
einer Beladung von hochstens etwa 3 % des Sauleninhal- 
tes. Als Losungsffiittel und zur Eluierung werden vor- 
zugsweise die bei der anlaytischen Molekularsieb- 
filtration benutzten Losungsmittel eingesetzt. 

Bei der Kreislaufmolekularsiebf iltration wird das Eluat 
bei den festgelegten Separationsgrenzen im Kreislauf 
wieder in die gleiche Saule geleitet. Auf diese Weise 
wird die Laufstrecke der Proteine dif f erentiell ver- 
langert. Bei einer anderen AusfUhrungsf orm, der Kas- 
kadenmolekularsiebfiltration, wird das Eluat bei den 
festgelegten Separationsgrenzen auf eine neue Saule mit 
gleichen oder ahnlich definierten Parametern geleitet. 

Zwischen den vorstehend erlSuterten Reinigungsschritten 
konnen die erhaltenen, bioaktive RNP enthaltenden 
Substanzl5sungen zu nachf olgenden Auftrennungen der 
Proteine von unerwunschten Salzen gereinigt und kon- 
zentriert werden. Diese Konzentration (Abtrennen des 
GroBteils der waBrigen Salzlosung von den Proteinen) 
kann auf verschiedene Weise erfolgen. Beispielsweise 
kSnnen die bioaktiven RNP und die Begleitsubstanzen 
durch Ultrafiltration oder Entwasserungsdialyse an einer 
Membran mit der AusschluBgrenze 500 Daltons oder durch 
Lyophilisieren konzentriert werden. Dazu kann auch eine 
Molekularsiebfiltration durch Wahl der entsprechenden 
mobilen Phase in ublicher Weise inodifiziert angewendet 
werden. Bei den Molekularsiebf iltrationen wird der 
Substanzlosung vorzugsweise etwa 0,4 mol/l Anunoniumsul- 
fat zugesetzt. Im Gegensatz zu hoheren Konzentrationen 
hat das Ammoniumsulfat in dieser Konzentration einen 
starken Einsalz- 

effekt gegenttber Proteinen. Durch diese MaBnahmen werden 
demnach die Proteine wahrend der Molukularsiebf iltration 
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in LSsung gehalten. Ferner verhindert Amnion iumsu If at das 
bakterielle Wachstum und henmt gewisse Enzyme, Dadurch 
trSgt es zur Stabilisierung der bioaktiven RNP bei, vor 
allem wenn die Chromatographie bei hSheren Temperaturen 
(Uber etwa 20 ^) und uriter nicht sterilen Bedingungen 
durchgefiihrt wird. 

Die Temperatur und ph-Bedingungen sind bei der Durch- 
fOhrung der Reinigungsschritte nicht besonders kritisch. 
Wenn die Erhaltung der nativen Konformation der Substan- 
zen beabsichtigt ist^ empfiehlt sich die Einhaltung 
einer Temperatur im Bereich von etwa 0 bis 8 ^C, vor- 
zugsweise etwa 0 bis 4 <»C. Ferner miissen die Trenn- und 
Reinigungsstufen unter im wesentlichen physiologischen 
Ph- und Salzbedingungen durchgefUhrt werden. Ein 
wesentlicher Vorteil des erf indungsgemSBen Verfahrens 
besteht darin, daB die Einhaltung dieser Bedingungen 
erstmals leicht moglich ist* Zur Oxidationsverhinderung 
wird die Substanzlosung vorzugsweise ferner mit etwa 
0,001 mol/1 Cystein versetzt. 

Die erhaltenen bioaktiven RNP kSnnen in einer gepuffer* 
ten physiologischen Salzlosung, beispielsweise in 0,0015 
raol/1 Natriumkaliumphosphatlosung, die 0,15 mol/ (0,9 %) 
NaCl und 0,001 mol/1 Cystein enthalt und einen 
ph-Wert von 7,4 aufweist, nach Ublicher Filter- 
sterilisation (0,2 Mm Porenweite) nativ und biologisch 
aktiv auch bei Raumtemperatur (fur mindestens 200 Stun- 
den) Oder eingefroren bei -25 °C (fttr mindestens 5 
Jahre) aufbewahrt werden. Diese Stabilitat der bioak- 
tiven RNP kann unter anderem als eines der Kriterien fUr 
ihren hochreinen Zustand angesehen werden. 

Die erfindungsgemaBen RNP konnen auch unter Verwendung 
chemisch oder biologisch sythetisierter Teilsequenzen 
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Oder Teilen und homologen Sequenzen davon hergestellt 
werden. Bevorzugt ist, daB man die cheinisch Oder 
biologisch systhetisierten Oligonukleotide- oder An- 
tisensenukleotidsequenzen in vivo oder in vitro, welche 
die nach Anspruch 1 gegebenene Teilsequenzen codieren, 
mit mii.destens 6 Basen in der PCR-Reaktion einsetzt oder 
die Anti-sense-BioprozeBtechnik einsetzt. 

Die Beispiele erlSutern die Erfindung. In den Beispielen 
wird die Gewinnung der RNP-Morphogene ausgehend von 
Leukozyten aus Schweineblut beschrieben. Die Erfindung 
ist jedoch nicht auf diese Ausfiihrungsf orm beschrankt. 
Es konnen auch Zellen des retikulo-endothelialen Systems 
bzw. Entztindungs-, Wundgewebe- oder flUssigkeit (E- 
xsudat) anderer Sauger verwendet werden. 

Ein weiterer Gegenstand der vorliegenden Erfindung ist 
ein gegen ein vorstehendes Protein bzw. Fusionsprotein 
gerichteter Antikorper oder eine Teilsequenz hiervon. 
Die AntikSrper kbnnen monoclonale, polyclonale oder 
synthetische Antikorper sein oder Fragmente davon, 
beispielsweise Fab-, Fv-oder scFv-Fragmente. Vor- 
zugsweise handelt es sich dabei um einen monoclonalen 
Antikorper. Fttr die Herstellung ist es gUnstig, Tiere, 
insbesondere Kaninchen oder Htthner fUr einen polyk- 
lonalen und MSuse fUr einen monoklonalen Antikorper, mit 
einem vorstehenden (Fusions) protein Oder Fragmenten 
davon zu immunisieren. Weitere "Booster" der Tiere kon- 
nen mit dem gleichen (Fusions) protein oder Fragmenten 
davon erfolgen. Der polyklonale Antikorper kann dann aus 
dem Serum bzw. Eigelb der Tiere erhalten werden. Die 
erf indungsgemaBen Antikorper konnen gemafi Standardver- 
fahren hergestellt werden, wobei das von den erf in- 
dungsgemSBen NucleinsauremolekUlen codierte Protein oder 
ein synthetisches Fragment davon als Immunogen dienen. 
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Monoclonale Antikorper konnen beispielsweise durch das 
von Kohler und Milstein (Nature 256 (1975), 495) und 
Galfri, Meth. Enzymol.VS (1981), 3, beschriebene Verfah- 
ren hergestellt werden, wobei Maus-Myelomzellen mit von 
immunisierten Saugern stammenden Milzzellen fusioniert 
werden. Diese Antikorper k5nnen beispielsweise zur Im- 
munprazipitation der vorstehend diskutierten RNPs oder 
zur Isolierung verwandter Strukturen verwendet werden. 
Die Antikorper konnen beispielsweise in Immunoassays in 
FlUssigphase oder an einen festen TrSger gebunden wer- 
den. Dabei konnen die Antikorper auf verschiedene Art 
und Weise markiert sein. Geeignete Marker und 
Markierungsverfahren sind auf dem Fachgebiet bekannt, 
Beispiele fUr Immunassays sind ELISA und RIA. 

Die vorliegende Erf indung betrifft ferner die Verwendung 
der vorstehend beschriebenen RNPs und/ oder Antikorper 
als Arzneimittel. Diese Arzneimittel enthalten 
gegebenenf alls zusStzlich einen pharmazeutisch 
vertraglichen TrSger. Geeignete Trager und die For- 
mulierung derartiger Arzneimittel sind dem Fachmann 
bekannt. Zu geeigneten Tragern zahlen beispielsweise 
Phosphat-gepufferte Kochsalzlosungen, Wasser, Emul- 
sionen, beispielsweise 5l/Wasser-Emulsionen, Netzmittel, 
sterile Losungen etc. Die Verabreichung der Arzneimittel 
kann oral oder parenteral erfolgen. Zu den Verfahren ftir 
die parenterale Verabreichung gehoren die topische, 
intra-arterielle (z.B, direkt zu dem Tumor) , intramusku- 
lare, subkutane, intramedullare , intrathekale , 
intraventrikulSre , intravenose , intraper itoneale oder 
intranasale Verabreichung. Die geeignete Dosierung wird 
von dem behandelnden Arzt bestimmt und hangt von 
verschiedenen Faktoren ab, beispielsweise von dem Alter, 
dem Geschlecht, dem Gewicht des Patienten, der Art der 
Verabreichung etc. ab. In einer bevorzugten Ausftlh- 
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rungsform kSnnen die erf indungsgemaBen RNPs einzeln oder 
als Geiaisch lokal bei SSugern, z.B. Menschen, in einer 
Menge von > 1 fmol gegeben werden. Die Schwellendosis 
der Wirksamkeit in vivo betragt > 50 fmol, vorzugsweise 
2,5 fmol. Diese Arzneimittel eignen sich zur spezifis- 
Chen Beeinf lussung der Angiomorphogenese und des vas-* 
kularen Zustandes eines Gewebes eines KBrpers eines 
SSugers, Diese Arzneimittel konnen zur ErfUllung der 
gleichen Aufgaben auch mindestens ein anti~RNP-lm- 
munglobulin und/oder molekularbiologische 
quivalenzstrukturen enthalten. Vorzugsweise wird das 
entstandene Arzneimittel zur funktionellen Beeinf lussung 
der Angiogenese verwendet. 

Die Erfindung wird weiter anhand der Figuren 
beschrieben, welche zeigen: 

1: Energieminimierte Sekundarstruktur von 

ARNA I 

2: Energieminimierte Sekun- 

darstruktur von ARNA VI 
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Patentanspriiche 

1. Metallhaltige Ribonxikleotidproteine enthaltend 
ein Protein aus der Faiailie der SlOO-Proteine, 
eine RNA und Kupfer als Metallion in Form eines 
ternaren Komplexes, 

dadurch gekenzeichnet, 
daB die RNA des ternaren Komplexes folgende Kon- 
sensussequenz enthSlt: 

GGAAAAUNNNNNUNAUAUGN,.6CUNNNUUUNNNNNNAAAAANo.i 
UANAAACAUNo.5CUUNAGNo_ ,3 AGAAAUNq. , gUUAGCAG 

wobei "N" G, A, U Oder C ist, 

Oder die komplementare Konsensussequenz hiervon. 

2. Metallhaltige Ribonukleotidproteine nach 
Anspruch 1, 

dadurch gekennzeichnet, daB die RNA folgende 
Sequenzen aufweist: 

(al) (ARNA I) 
Klon-3a (ARNA I) 

AAAAAAAAGGUUUUCAUGCGUGCUCACAGAUCAGCUCUUUCUGGAUUGAAAAGCU 
AAGCACAGAACAUGGGAAAAUUCCUUUCAUAUGGCUGUGUUUACAAACAAAAAGU 
AUAAACAUCUUGAGCAAACAGAAAUGGUGAGGAAAACUUUGUUAGCAGAUUAG 

Oder eine hiervon durch ein oder mehrere Basenpaare 
unterschiedliche RNA bzw, ein Fragment da von. 
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(a2) AJRNA VI 
Klon-PIO (ARNA VI) 

UUACAGCUCUUCUGUUUAUAAGUUAUUCAAUACCAAAUUAGUAGUUUGUAUGUUA 

UAAAUUUGUAGGAAAAUAAUUAUAUAUGCUUACUUUGUACAUAAAAAUAAAAACAU 

GACUUCUUUAGACACUCCUUCAUUAGAAAUAAAAUAAAAUAAACUAUUAGCAGUUU 

GACUUCAUGUUCUGUCUGUAGGUCAUGGAAUCCUGUCCUUACAAUAUUUAUUGAU 

UGUGAAAAUAUCAGUAAAUAAGCAAUUGAAUAUGUUUACCUUUUCUUCUAGUCAC 

UAUGUUCUUAGAGUUAUGACA 

3. Verfahren zur Herstellung eines metal lhaltigen 
Ribonukleotidproteins nach Anspruch 1 oder 2, 
dadurch gekennzeichnet, daB man Leukozyten Oder 
Entztindungsgewebe homogenisiert oder Lexxkozyten 
kultiviert und die entstandenen RNPs aus den 
Homogenaten oder aus den DberstSnden der Kultur- 
losung durch Standardmethoden gewinnt. 

4. Antikorper gerichtet gegen die Ribonuk- 
leotidproteine nach einem der AnsprUche 1 bis 3. 

5. Antikorper nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, dafi er polyklonal ist. 

6. Antikorper nach Anspruch 5, 

dadurch gekennzeichnet, daB der monoklonal ist. 

7. Verwendung der Ribonukleotidproteine nach einem 
der Anspriiche 1 bis 3 und/ oder molekular- 
biologischen Aquivalenzstrukturen und/oder Frag- 
menten und/oder Derivaten zur Herstellung eines 
Arzneimittels zur spezifischen Beeinf lussung der 
Angiogenese. 
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C A 

Energieminiralerte jj Sekundiirstruktur von ARNA I 
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EMrgieminimierte t'l SekundiirslruMur von ARNA VI 
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